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摘要 :【 目 的】 研究 中 华 按 蚊 Anopheles sinensis 气味 结合 蛋白 1 ( AsinOBPI1) 5 3E 3x Hz (N, N-diethyl- 
m-toluamide, DEET ) 的 结合 特性 , JF 5 3& t 3X Aedes aegypti AaegOBP1、 致 倦 库 Culex 
quinquefasciatus CquiOBP1 进行 比较 ,分 析 与 DEET 互 作 的 关键 氨基 酸 残 基 。 【方法 ] 利 用 原核 表达 
载体 进行 目的 蛋白 AsinOBP1 的 原核 表达 及 纯化 。 以 NI -1-2 3è ( N-phenyl-1-naphthylamine, 1- 
NPN) 作为 荧光 探 针 ,通过 荧光 竞争 结合 实验 对 AsinOBPI 与 DEET 的 结合 特性 进行 分 析 , 并 比较 
AsinOBPI , AaegOBPI 和 CquiOBPI 与 DEET 的 结合 能 力 , 通 过 分 子 对 接 鉴 定 其 与 DEET EWA 
基 酸 残 基 。 【结果 】AsinOBP1 能 与 DEET 结合 , 解 离 常 数 为 29.55 pymol/L。 在 相同 实验 条 件 下 ， 
CquiOBPI 和 AaegOBP1 都 能 结合 DEET, 解 离 常 数 分 别 为 17.15 和 12.81 hmol[L。 与 AaegOBPI 和 
CquiOBPI 相 比 ,AsinOBP1 结合 DEET 的 能 力 最 弱 ,AaegOBP1 最 强 。 分 子 对 接 显 示 ,DEET 分 子 结 
合 在 AsinOBP1 二 聚 体 靠 近 交 界面 的 结合 口袋 边缘 ,结合 口袋 由 o4, a5 和 a6 上 的 氨基 酸 残 基 
Leu-92 Leu-95, His-96, Leu-99, Ala-107, Met-108, Met-110, Gly-110, Cys-114, Leu-115, Trp- 
133, Met-108', Lys-112' 和 Leu-115' 组 成 。 上 比较 分 析 发 现 3 个 蛋白 中 与 DEET F ZR AE B] 7E X S zoe 
作用 的 氨基 酸 残 基 、 与 DEET 差 基 氧 形 成 氢 键 的 氨基 酸 残 基 是 相同 的 ,但 与 DEET 二 乙 基 侧 链 形成 
玻 水 性 作用 的 氨基 酸 残 基 中 ,有 一 个 位 置 存在 差异 ,AaegOBP1 是 Leu ,而 AsinOBPI 和 CquiOBPI 是 
Met AX, Leu W iKi F Met, 可 能 是 AaegOBP1 与 DEET 的 结合 能 力 较 强 的 原因 之 一 。【 结 
35 ] AsinOBPI. 能 够 结合 DEET , RAR x Lek 25-6 1 与 DEET 的 亲和力 存在 差异 ,进一步 探索 
这 些 差异 形成 的 原因 对 于 阅 明 气味 结合 蛋白 与 DEET 互 作 的 模式 具有 重要 的 参考 价值 。 
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Abstract: [ ^im] To study the binding characteristics of the odorant binding protein AsinOBP] from 
Anopheles sinensis with the mosiquito repellent N , N-diethyl-m-toluamide ( DEET) in comparison with 
Aedes aegypti OBP1 ( AaegOBP1) and Culex quinquefasciatus OBP1 ( CquiOBP1) , and to identify the 
key residues responsible for the binding to DEET by OBP1s from different mosquito species. [ Methods] 
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The recombinant protein. AsinOBP1 was expressed using a prokaryotic expression system and then 
purified. The DEET binding properties of AsinOBPI were evaluated by fluorescence competitive binding 
assays using N-phenyl-1-naphthylamine (1-NPN) as the fluorescence probe. The binding affinities of 
AsinOBPI1 , AaegOBPI1 and CquiOBPI to DEET were compared, and the key residues responsible for this 
binding were identified using molecular docking. [Results] AsinOBPI1 was able to bind to DEET, with a 
dissociation constant of 29. 55 jumol/L. Under the same experimental conditions, CquiOBP1 and 
AaegOBP1 were also able to bind to DEET, with their dissociation constants of 17. 15 and 12. 81 jumol/ 
L, respectively. It was shown that AaegOBPI1 had the strongest binding affinity to DEET, followed by 
CquiOBP1 and AsinOBPl. The molecular docking of AsinOBPl revealed that one DEET molecule is 
bound to each subunit at a site located near the interface between the two monomers of AsinOBP1. The 
DEET binding pocket is formed by residues belonging to helices o4, o5 and a6 ( Leu-92, Leu-95, His- 
96, Leu-99, Ala-107, Met-108, Met-110, Gly-110, Cys-114, Leu-115, Trp-133, Met-108', Lys-112' 
and Leu-115'). The residues interacting with the tolyl group and ketonic oxygen of DEET are identical in 
the three recombinant proteins. However, among the five key residues interacting with the diethyl group 
of DEET, one residue is different; in AaegOBPl the residue is Leu, whereas in CquiOBPl and 
AsinOBPI it is Met. Given that the residue Leu is more hydrophobic than Met, it was speculated that this 
might contribute to a higher affinity of AaegOBP1 to DEET. [Conclusion] AsinOBP1, AaegOBPl and 
CquiOBPI are all able to bind to DEET, but differ in affinity. Further study should be focused on the 
causes of their difference in affinity so as to better understand the mechanisms by which OBP1s bind to 
DEET. 


Key words: Anopheles sinensis; odorant binding protein; DEET; fluorescence competitive binding assay ; 
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蚊虫 是 一 类 对 人 类 威胁 最 大 的 媒介 昆虫 , 不 仅 
叮咬 骚扰 人 类 ,而 且 传播 多 种 传染 性 疾病 ,危害 人 
类 健康 ,如 症 疾 、 黄 热 病 、 登 章 热 乙 型 脑 炎 、 西 尼 罗 
病毒 病 ` 丝 虫 病 等 。 其 中 由 按 疏 传 播 的 痉 疾 对 人 类 
健康 威胁 最 大 ,全 世界 约 有 半数 人 口 处 于 钼 和 患 症 疾 
的 危险 之 中 ,如 2015 年 就 有 2. 12 亿 人 口感 染 症 疾 ， 
导致 42.9 万 人 死亡 ,其 中 不 满 5 岁 的 儿童 就 占 
70.63% (WHO, 2016)。 由 于 缺乏 有 效 的 症 疾 疫 
苗 , 抗 击 症 疾 主要 依赖 于 杀 虫 剂 和 了 驱 避 剂 ,减少 蚊 忠 
与 人 类 宿主 之 间 的 接触 ,以 切断 症 疾 传播 途径 
(WHO, 2005) 。 拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 因 其 高 效 、 低 
毒 的 特点 ,是 WHO 批准 用 于 蚊虫 等 卫生 害虫 防治 、 
市 场 占有 率 最 高 的 一 类 农药 (WHO，2005 ) 。 而 应 
用 最 广泛 的 驱 避 剂 是 1946 年 美国 农业 部 开发 的 避 
蚊 胺 (N,N- 二 乙 基 间 甲 基 茶 甲 酰 胺 , DEET) 。DEET 
对 蚊虫 不 仅 具 有 驱 避 作用 剂 ,还 具有 一 定 的 杀 虫 活 
性 (Xue et al., 2003; DeGennaro, 2015 ) 。 

早期 研究 发 现 ,DEET 能 抑制 蚊虫 对 乳酸 、1- 辛 
烯 -3- 醇 等 人 体 汗液 主要 成 分 的 电 生理 反 应 ,掩盖 或 
封闭 蚊虫 的 嗅觉 系统 (Dogan et al., 1999; Ditzen et 
al., 2008) 。 但 后 来 的 研究 发 现 DEET 直接 作用 于 






























































蚊虫 的 嗅觉 神经 元 ,产生 驱 避 作用 ,并 不 抑制 蚊虫 对 
FLER CO, 和 1- 辛 烯 3- 醇 等 化 学 物质 的 感知 (Syed 
and Leal, 2008), 。 蚊 虫 的 嗅觉 系统 包含 多 种 与 嗅觉 
相关 的 功能 蛋白 ,如 气味 结合 蛋白 (odorant binding 
proteins, OBPs) 、 化 学 感受 蛋白 (chemosensory 
proteins, CSPs), IR w% 5 [K ( olfactory receptors, 
ORs) 、 亲 离子 受 体 (ionotropic receptors, IRs) 、 感 党 
神经 元 膜 蛋白 (sensory neuron membrane proteins, 
SNMPs ) 和 气味 分 子 降解 酶 (odorant degrading 
enzymes , ODEs) 等 (Liu et al., 2012; Leal, 2013) 。 
OBP 与 化 学 分 子 的 结合 是 昆虫 专 一 性 识别 外 
界 化 学 物质 的 第 一 步 生 化 反应 ( Vogt and. Riddiford , 
1981; Engsontia et al., 2014) ,选择 性 地 结合 化 学 分 
T ,运送 穿 过 杀 水 性 淋巴 液 ,传递 给 嗅觉 神经 元 膜 上 
的 OR, 引起 OR 构象 变化 ,进而 引起 离子 通道 开放 
形成 动作 电位 (Carey et al., 2010; Wang et al., 
2010; Leal, 2013). [X] EG V. TE lt Anopheles gambiae 
OBP1 ( AgamOBP1 ) 和 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti OBPI 
(AaegOBP1 ) 能 够 结合 DEET ( Tsitsanou et al., 
2012; Leal and Leal, 2014) , 。 通 过 解析 AgamOBPI 
与 DEET 复合 体 的 晶体 结构 ,发 现 结合 DEET ffi 
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水 性 口袋 由 第 4,5 和 6 个 wa 螺旋 上 的 Leu73， 
Leu76, His77, Leu80， Ala88 ， Met89, Met91 ， 
Gly92, Gly93, Arg94, Leu96 和 Trp114 FARI 
基 组 成 (Tsitsanou et al.，2012)。 除 此 之 外 ， 
AgamOBP1 还 能 与 6- 甲 基 -$- 庚 烯 -2- 酮 (6-methyl-5- 
hepten-2-one, 6-MH ) 和 Icaridin | butan-2-yl 2-( 2- 
hydroxyethyl) piperidine-1-carboxylate ] 等 驱 避 剂 结 
合 (Murphy et al., 2013; Drakou et al., 2017) 。 进 一 
步 研究 发 现 ,蚊虫 特异 性 的 OR 和 OR 共 受 体 (OR 
co-receptor，Orco) 形 成 的 异 源 二 聚 体 是 DEET 作用 
的 靶 标 (Ditzen et al., 2008; Pellegrino et al., 2011; 
DeGennaro et al., 2013; Xu et al., 2014) , 

中 华 按 蚊 是 我 国 最 重要 的 间 日 症 原 忠 
Plasmodium vivax 的 传播 媒介 ( Ree, 2005; Zhou et 
al., 2010; Zhu et al., 2013) , 38& E dE [A] 2H fif xoc E 
定 , 共 得 到 64 ^ rp fiae UR i 8 HAEA] (He et 
al., 2016) 。 其 中 , AsinOBPI 在 嗅觉 器 官 中 特异 性 
表达 , 且 在 吸食 血液 后 表达 水 平 显 著 下 降 ,推测 其 在 
中 华 按 蚊 嗅觉 系统 中 起 着 重要 作用 ( 秦 赠 等 ， 
2014), AsinOBP1, AaegOBPI 和 AgamOBP1 是 直系 
同 源 基 因 ,而 且 AsinOBP1 和 AgamOBPI 的 三 维 结构 
极为 相似 ( 徐 赠 等 , 2014) 。 推 测 AsinOBP1 也 能 结 
合 DEET, 但 尚 需 实验 支持 。 本 研究 通过 原核 表达 
和 结合 特性 分 析 ,研究 了 AsinOBPI 与 DEET 的 结合 
能 力 ;并 通过 结合 能 力 测定 和 分 子 对 接 , 比 较 分 析 了 
AsinOBPl, AaegOBP1 jJ $& fs JÆ ix OBPI 
( CquiOBP1 ) 结 合 能 力 的 差异 及 其 差异 产生 的 分 子 
基础 。 研 究 结 果 有 助 于 深入 理解 DEET 作用 的 机 
制 ,为 以 OBP 结构 为 基础 的 新 型 驱 避 剂 第 选 提供 理 
论 依据 。 

















































































































1 材料 与 方法 


1.1 主要 试剂 

Gel Extraction Kit(100) 购 于 OMEGA, Ex Taq 
酶 ,pMD-19T Vector 试剂 盒 ,内 切 酶 BamH I 41 Hind 
亚 购 于 大 连 宝 生物 ,pET28a-SUMO 载体 为 本 实验 室 
保存 , K Æ FR Er N- 茶 -1-2 Rz ( N-pheny1-1- 
naphthylamine, 1-NPN ) , 3i f Hk ( N, N-diethyl-m- 
toluamide, DEET) IJ F Sigma-Aldrich 公司 ,其 他 均 
为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.2 原核 表达 载体 的 构建 

中 华 按 蚊 气 味 结合 蛋白 AsinOBP1 序列 
(GenBank 登录 号 : AIR09579 ) 为 本 实验 室 鉴 定 克 隆 





( 秦 赠 等 ，2014; He et al.,，2016 )。 根 据 基因 的 序 
列 , 去 除 信号 上 肽 编码 序列 后 ,在 5' 端 和 3’' 端 添加 
BamH Į 81 Hind 卫 限制 性 内 切 酶 位 点 。 设 计 好 的 基 
因 序 列 委托 苏州 省 心 生 物 技 术 有 限 公 司 进行 全 基因 
合成 。 将 合成 的 基因 克隆 到 pMD-19T 载体 ,转化 大 
肠 杆 菌 DH5a ,测序 验证 。 

提取 克隆 有 Asin0BP1 基因 的 质粒 ,用 BamH T 
和 Hind 正 双 酶 切 后 切 胶 回收 ,将 该 酶 切片 段 与 经 过 
同样 双 酶 切 后 的 表达 载体 pET28a-SUMO 连接 。 将 
连接 产物 转化 到 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 后 , 提 
取 质 粒 进行 酶 切 鉴 定 阳性 克隆 ,将 阳性 克隆 转化 到 
Rosetta 感受 态 细胞 中 ,测序 验证 。 将 序列 正确 的 表 
达 菌 株 保 存 于 -80Y 。 

埃及 伊 蚊 AaegOBPl ( GenBank 登录 号 : 
AY189223 ) FI i fis pg mc CquiOBPl ( GenBank 登录 
4. XP. 001848926 ) 基因 序列 从 NCBI 下 载 。 
AaegOBP1 和 CquiOBPl 原核 表达 载体 的 构建 方法 
同 AsinOBP1 基因 。 
1.3 重组 蛋白 的 诱导 表达 和 纯化 

将 Asin0BP1 表达 菌株 接 人 含有 卡拉 霉 素 的 
3 mL LB 培养 基 中 ,37% 200 r/min 过 夜 培养 。 取 
30 pL 过 夜 培养 的 菌 液 加 入 到 含有 卡拉 霉 素 的 5 mL 
LB 培养 基 中 ,37% 200 r/min 培养 过 夜 , 次 日 按 1: 
100(v/Av) 的 比例 转 接 到 新 鲜 的 液体 LB 培养 基 中 ， 
37*C 200 r/min 培养 至 OD 值 为 0.6, 加 入 IPTG 至 
终 浓 度 0.5 mmol/L,37%C 200 r/min 培养 3 h, 

诱导 表达 完成 后 ,合并 菌 液 ,于 6 000 g 离心 
10 min 收 集 菌 体 。 用 60 mL 预 冷 的 NTA-0 缓冲 液 重 
甚 菌 体 ,超声 波 破 碎 菌 体 , 控 制 功率 为 300 W, 超 声 
4 s, 暂 停 4s, 超 声 99 次 。20 000 g 4 离心 30 min, 
分 别 收集 上 清和 沉淀 ,用 40 pL 1 x SDS-PAGE 上 样 
缓冲 液 重 悬 ,沸水 浴 5 min 后 , 取 10 pL 进行 蛋白 电 
泳 检测 ,确定 目标 蛋白 的 表达 形式 , 若 以 包涵 体形 式 
表达 , 则 进行 包涵 体 的 洗涤 .变性 及 复 性 处 理 。 

将 Ni-NTA 树脂 装 入 层 析 柱 ,用 10 倍 柱 床 体积 
的 NTA-0 Buffer 冲洗 。 将 上 清 液 加 到 层 析 柱 中 , 流 
速 0.5 mL/min ,收集 穿 柱 部 分 。 层 析 柱 用 10 倍 柱 
床 体积 的 NTA-0 Buffer 冲洗 ,流速 1 mL/min。 冲 洗 
后 ,用 10 倍 柱 床 体积 的 NTA-20, NTA-60, NTA-200 
和 NTA-500 Buffer 洗 脱 ,流速 1 mL/min ,收集 各 洗 
脱 峰 , SDS-PAGE 电泳 检测 。 根 据 电泳 结果 ,将 
NTA-200 和 NTA-500 洗 脱 液 混合 , 按 比例 加 SUMO 
酶 柱 外 酶 切 ,PBS 透析 后 ,重新 上 柱 , 穿 柱 液 即 为 目 
的 蛋白 ,用 脱盐 柱 后 再 用 超 滤 管 浓缩 ,浓缩 后 测定 浓 
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重组 AaegOBP1 和 CquiOBPI 蛋白 的 纯化 方法 
同上 。 
1.4 1-NPN 蓝 移 现象 的 观察 

1-NPN 蓝 移 现象 的 观察 参照 谷 少 华 等 (2010 ) 
方法 并 稍 加 改进 。 用 1 em 的 四 通 石英 玻璃 比 色 亚 
TE F-2500 获 光 分 光 光 度 计 ( 日 本 日 立 ) 上 进行 , 狭 颖 
宽度 为 10 nm。 将 切除 蛋白 标签 的 重组 蛋白 浓度 调 
整 为 1 mg/mL, 荧光 探 针 1-NPN 溶 于 甲醇 , 终 浓度 
为 1 mmol/L, 在 石英 杯 中 加 入 50 mmol/L Tris 缓冲 
液 (pH 7.4) ,激发 光波 长 为 337 nm, F 390 ~ 530 
nm 处 扫描 并 记录 欧 光 强度 值 ; 加 入 1-NPN ,使 其 终 
浓度 为 5 kmol/L ,扫描 并 记录 1-NPN 产生 的 荧光 强 
度 值 ;然后 在 上 述 相 同 条 件 下 加 入 AsinOBP1 ,使 其 
终 浓 度 也 为 5 pmol/L, 再 次 扫描 并 记录 荧光 强度 
值 。 按 照相 同 的 方法 分 别 测定 1-NPN 与 AaegOBPI 
和 CquiOBP1 和 蛋白 的 蓝 移 现象 。 
1.5 内 荧光 及 荧光 共振 能 量 转移 效应 的 测定 

由 于 AsinOBP1, AaegOBP1 和 CquiOBP1 和 蛋白 
各 有 两 个 色 氮 酸 ,会 产生 内 殉 光 。 参 数 设置 同 1.4 
节 。 在 石英 杯 中 加 入 50 mmol/L Tris ZE mh x 
(pH 7. 4) ,再 加 入 纯化 的 AsinO0BP1 蛋白 至 终 浓度 
为 2 pmol/L, 激 发 光波 长 设 为 295 nm ,在 310 ~455 
nm 处 记录 AsinOBPI 蛋白 产生 的 内 荧光 。 在 上 述 条 
件 下 加 入 荧光 探 针 1-NPN 至 终 浓 度 为 10, 20, 30, 
50 和 70 pmolL, 分 别 记录 此 时 蛋白 内 荧光 的 独 灭 
及 奖 光 共振 能 量 转移 效应 情况 。 按 照相 同 的 方法 分 
别 测定 AaegOBP1 和 CquiOBPI 蛋白 的 内 荧光 及 其 
荧光 共振 能 量 转移 效应 。 
1.6 重组 蛋白 与 DEET 的 结合 实验 

采用 荧光 竞争 结合 试验 研究 OBPI 与 DEET 的 
结合 能 力 。 参 数 设 置 同 1.4 节 。 选 取 1-NPN 作为 
OBP1 结合 特性 研究 时 的 竞争 性 荧光 探 针 。 用 甲醇 
将 1-NPN 配制 成 终 浓 度 为 1 mmol/L 的 溶液 。 测 定 
1-NPN 和 目的 蛋白 的 结合 常数 时 ,在 比 色 正中 加 入 
50 mmol/L Tris 2 "ili (pH. 7.4) ,然后 加 入 目的 有 蛋 
白 , 使 其 终 浓度 为 2 kmol[L ,激发 光波 长 为 337 nm, 
待 荧 光 稳 定 后 ,于 390 ~ 590 nm 处 扫描 并 记录 
1-NPN 产 生 的 最 大 欧 光 强度 值 。 然 后 顺序 向 比 色 严 
中 加 入 溶 于 甲醇 的 葡 光 探 针 1-NPN , 使 加 入 的 
1-NPN 溶 度 从 2 umol/L 递增 到 16 pmol/L。 每 次 加 
入 1-NPN 后 , 混 匀 反应 2 min, 于 390 ~590 nm 处 扫描 
并 记录 1-NPN 产生 的 最 大 痰 光 强 度 值 。 重 复 3 次 。 
测定 AsinOBPl, AaegOBPl 和 CquiOBP1 与 
















































































DEET 的 结合 能 力 时 ,设置 灾 光 分 光 光 度 计 激 发 波 
长 为 337 nm ,扫描 发 射 波 长 为 390 ~530 nm, 2626 
比 色 严 中 加 入 50 mmol/L Tris 缓冲 液 (pH 7.4) ,再 
加 入 1-NPN 和 目的 蛋白 , 终 浓 度 均 为 pmol/L, g 
置 2min 使 其 充分 反应 ,测定 灾 光 强度 ,然后 将 溶 于 
甲醇 的 DEET 样品 (1 mmol/L) 逐次 加 入 到 殉 光 比 
ELP, KEEMA S (100 pmol/L 递增 ,记录 荧光 强度 
的 变化 情况 。 重 复 3 次 。 

假设 目的 蛋白 的 活性 为 100% 且 为 饱和 状态 ， 
与 气味 分 子 的 结合 比 为 1: 1 ,根据 ICs [ECC y ^f BG 
基 能 替换 50% 的 1-NPN 时 的 浓度 ) ,计算 配 基 气味 
分 子 和 目的 蛋白 的 结合 和 常数。 公式 如 下 : Ki = 
[ICs ]/(1 +[1-NPN J/K, py) ,其 中 [1-NPN | 为 未 结 
合 的 1-NPN 的 浓度 , Kiwow 为 目的 蛋白 /1-NPN 复合 
物 的 结合 常数 。 
1.7 同 源 建 模 与 模型 分 析 

AsinOBP1 与 AgamOBPI 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 
为 93% ,根据 AgamOBP1 (PDB: 3N7H) 已 知 的 三 维 
结构 ,使 用 在 线 同 源 建 模 服 务 器 Swiss-Model ( http : 
// swissmodel. expasy. org/ ) 对 AsinOBPI 进行 同 源 建 
模 ( Biasini et al., 2014) 。 验 证 所 建 异 型 立体 化 学 性 
质 的 合理 性 用 Procheck 程序 (Laskowski et al., 
1993) ;对 所 建 的 结构 中 的 氨基 酸 序 列 的 相 容 性 评估 
用 Verify-3D 程序 ;三 维 构象 的 显示 和 分 析 用 
PDBview 程序 。AaegOBP1(PDB: 3KIE) 和 CquiOBPI 
(PDB: 30GN) 的 三 维 结构 从 Protein Data Bank (http: 
// www. resb. org/pdb/home/home. do) 下 载 得 到 。 
1.8 分 子 对 接 

利用 ChemBioDraw Ultra 12. 0 绘制 化 合 物 
DEET 的 结构 ,然后 用 ChemBio3D Ultra 12.0 转化 为 
三 维 结构 ,并 使 用 MMFF94 力 场 进行 优化 。 和 蛋白 和 
DEET 均 使 用 AutodockTools 1. 5. 6 转化 为 PDBQT 
格式 (Sanner，1999; Trott and Olson, 2010)。 采 用 
Autodock vina 1. 1. 2 进行 分 子 对 接 人 研究 (Morris et 
al., 2009), AsinOBP1, AaegOBP1 和 CquiOBP1 和 蛋白 
的 1A 的 坐标 设置 为 :center_x = 16. 055,center_y = 
33.976,center_z =20. 859 ;size_x = 8,size y =8,size 
_z=8;2A 位 点 的 坐标 设置 为 :center_x 211.459, 
center y =43. 825 ,center z =22. 465 ;size_x = 8 ,size 





















































y=8,size_z =8;1B 位 点 的 坐标 设置 为 :center_x = 
20. 179 ,center_y 225. 813, center_z = 18. 422; size. x 
=8,size_y = 8,size_z =8;2B 位 点 的 坐标 设置 为 : 
center x = 25. 234, center. y = 16. 859, center_z = 
14. 237;size x z8,size y = 8,size z 28, 为 了 增加 














1 期 史 宗 畔 等 : 中 华 按 蚊 气味 结合 蛋白 Asin0BP1 与 避 蚊 胺 (DEET) 的 结合 特性 分 析 143 





计算 的 准确 度 ,将 参数 exhaustiveness 设置 为 20。 除 
了 特别 说 明 ,其 他 参数 均 采 用 默认 值 。 最 后 ,选取 分 
值 最 高 的 构象 用 PyMoL 1. 7. 6(http: / www. pymol. 
org/ ) 进行 结果 分 析 。 


2 结果 


2.1 AsinOBP1 蛋白 的 表达 与 纯化 

用 IPTG 诱导 表达 后 ,收集 菌 体 进 行 超声 波 破 
fi , SDS-PAGE 电泳 分 析 表 达 产 物 ,检测 到 特异 性 条 
带 ,与 预期 一 致 ,但 未 诱导 的 菌 体 在 相应 位 置 没有 表 
达 。 而 且 SDS-PAGE 电泳 显示 重组 AsinOBP1 和 蛋白 
主要 在 上 清 中 表达 (图 1) 。 因 此 ,使 用 Ni-NTA 亲 和 
层 析 柱 纯化 上 清 中 的 重组 蛋白 ,并 用 SUMO 酶 切除 
重组 蛋白 5 端的 6 x His 标签 和 SUMO ba. Wish 
和 浓缩 后 ,测定 重组 AsinOBPI 蛋白 的 浓度 ,用 
50 mmol/L Tris 缓冲 液 (pH7.4) 将 浓度 调整 为 
1.0 mg/mL, ,分 装 后 低温 保存 用 于 结合 特性 实验 。 
AaegOBP1 和 CquiOBPI 的 原核 表达 载体 构建 .诱导 
表达 条 件 优 化 和 纯化 与 AsinOBPI 一 样 。 电 泳 检测 显 
示 AaegOBPI 和 CquiOBP1 也 主要 是 在 上 清 中 表达 ， 
纯化 并 切除 标签 后 得 到 单一 的 条 带 (数据 未 提供 ) 。 


1 2 3 4 3 6 7 M 











kD 
116.0 
66.2 


45.0 
35.0 


25.0 


18.0 
14.4 


TM 








图 1 重组 AsinOBPI 蛋白 的 诱导 表达 和 纯化 
Fig. 1 Induced expression and purification 

of the recombinant AsinOBPI 

M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 上 清 中 表 
达 的 重组 AsinOBPI 蛋白 Recombinant protein of AsinOBP1 in 
supernatant; 2: 包涵 体 中 的 重组 AsinO0BP1 蛋白 Recombinant 
protein of AsinOBPI in inclusion body; 3: 穿 柱 液 Flow-through 
fraction; 4: 用 NTA-60 缓冲 溶液 洗 脱 的 重组 AsmOBPI 和 蛋白 
Recombinant AsinOBP1 eluted by NTA-60 buffer; 5: Hj NTA-200 组 
冲 溶液 洗 脱 的 重组 AsnOBPI 和 蛋白 Recombinant AsinOBPI eluted 
by NTA-200 buffer; 6: Hj NTA-500 缓冲 溶液 洗 脱 的 重组 AsinOBPI 
和 蛋白 Recombinant AsinOBPI eluted by NTA-500 buffer; 7: 用 SUMO 
酶 切除 SUMO 标签 后 的 AsinOBPI 标 和 蛋白 The target protein 
AsinOBPI with the SUMO tag removed. 箭头 示 目 标 蛋 白 Arrow 


indicates the target protein. 
































2.2  AsinOBP1, AaegOBP1 和 CquiOBP1 蛋白 与 
1-NPN 的 结合 特性 

Tris 缓冲 溶液 在 337 nm 处 激发 时 ,无 荧光 产 
生 , 而 1-NPN 在 464 nm 处 产生 微弱 的 荧光 值 , 当 加 
A AsinOBPl, AaegOBPl 和 CquiOBPl 蛋白 后 ， 
1-NPN 均 在 412 nm 处 产生 最 大 奕 光 值 ,区 光 值 的 强 
度 分 别 增加 了 4.25, 7.82 和 7.21 倍 (图 2: A- 
C)。 证 实 1-NPN 与 Asin0BP1，AaegOBP1 和 
CquiOBP1 蛋白 结合 发 生 了 蓝 移 现象 。 
2.3 内 荧光 的 淳 灭 与 荧光 共振 能 量 转移 效应 的 产生 

AsinOBPI 蛋白 的 第 6 个 a 螺旋 上 有 2 NEA 
酸 , 位 于 第 128 和 133 位 。 在 无 1-NPN 的 情况 下 ， 
AsinOBP1 蛋白 在 295 nm 处 激发 时 ,于 338 nm 处 产 
生 最 大 内 灭 光 值 (图 2: D)。 加 入 1-NPN 后 ,338 nm 
处 的 内 荧光 发 生 湾 灭 ,但 在 410 nm 处 形成 一 个 新 的 
发 射 峰 ,产生 了 荧光 共振 能 量 转移 效应 ; 随 着 1-NPN 
浓度 增加 ,内 荧光 强度 减弱 ,410 nm 处 的 发 射 峰值 
不 断 增 强 。 说 明 AsinOBP1 蛋白 中 的 这 两 个 色 氨 酸 
或 其 中 一 个 位 于 结合 口袋 的 核心 区 域 。 

AaegOBP1 和 CquiOBP1 蛋白 的 第 6 个 a 螺旋 
上 也 各 有 2 个 色 氨 酸 , 分 别 位 于 第 127 和 132 位 及 
第 133 和 138 位 。 在 相同 测定 条 件 下 ,AaegOBP1 和 
CquiOBP1 蛋白 于 338 nm 处 产生 最 大 内 奖 光 值 ( 图 
2: E,F), 5 AsinOBPI 蛋白 一 样 ,加 入 1-NPN 后 ， 
AaegOBP1 和 CquiOBP1 蛋白 的 内 荧光 减弱 ,在 410 
nm 处 形成 一 个 新 的 发 射 峰 。 说 明 AaegOBPI 和 
CquiOBP1 蛋白 中 的 色 氮 酸 也 位 于 结合 口袋 的 核心 
区 域 。 
2.4 AsinOBP1, AaegOBP1 和 CquiOBP1 蛋白 与 
DEET 的 结合 

AsinOBP1 蛋白 与 1-NPN 的 结合 曲线 见 图 3 
(A)。 由 图 可 见 , 随 着 1-NPN 浓度 的 增加 , 殉 光 强 
度 逐 渐 加 强 , 当 1-NPN 的 浓度 达到 14 ~ 16 pmol/L 
时 ,荧光 值 不 再 增加 ,表明 1-NPN 和 目的 蛋白 结合 
达到 饱和 。AsinOBP1 蛋白 与 1-NPN 结合 的 相关 系 
数 为 0.9940 ,通过 Scatchard 方程 计算 出 AsinOBPI/ 
1-NPN 复合 物 的 解 离 常数 为 2. 124 pmol/L, XH 
葡 光 竞争 结合 实验 测定 了 AsnOBPI 与 DEET 的 结 
合 能 力 。 结 果 显 示 , DEET 能 将 目的 蛋白 与 1-NPN 
的 相对 荧光 值 竞争 至 50% 以 下 ,说 明 AsinOBPI Æ 
白 能 够 结合 DEET。 随 着 DEET 浓度 的 增加 ,荧光 强 
度 逐 渐 减 弱 , 当 DEET 的 浓度 超过 40 pmol/L HF, 2€ 
光 值 开始 下 降 趋 缓 ,表明 目的 蛋白 和 DEET 结合 逐 
渐 达 到 饱和 (图 3: D)o AsinOBP/DEET 的 解 离 常数 
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2  AsinOBP1, AaegOBPI 和 CquiOBP1 蛋白 与 1-NPN 的 结合 特性 

Fig. 2 Binding characteristics of 1-NPN with recombinant AsinOBP1 ，AaegOBP1 and CquiOBP1 proteins 
A: 1-NPN 结合 AsinOBPI 后 蓝 移 现 象 及 荧光 强度 的 增加 Blue shift occurred and fluorescence intensity increased after the binding of 1-NPN with 
AsinOBPI protein; B; 1-NPN 结合 AaegOBPI 后 蓝 移 现象 及 荧光 强度 的 增加 Blue shift occurred and fluorescence intensity increased after the binding 
of 1-NPN with AaegOBPI protein; C; 1-NPN 结合 CquiOBPI 后 蓝 移 现象 及 获 光 强度 的 增加 Blue shift occurred and fluorescence intensity increased 
after the binding of 1-NPN with CquiOBPI protein; D: AsinOBPI 内 荧光 的 测定 及 湾 灭 Measurement and quenching of intrinsic fluorescence of 
AsinOBPI; E; AaegOBPl fj Wj jE A YT X Measurement and quenching of intrinsic fluorescence of AaegOBP1; F; CquiOBP1 fj jl E JA Y K 


Measurement and quenching of intrinsic fluorescence of CquiOBPI. 
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3  AsinOBP1, AaegOBP1 和 CquiOBPI 蛋白 与 1-NPN 和 DEFT 结合 曲线 
Fig. 3 Binding curves of 1-NPN with AsinOBP1 ，AaegOBP1 and CquiOBP1 proteins 
A: 1-NPN 和 AsinOBP1 蛋白 的 结合 曲线 及 Scatchard 方程 The binding curve of 1-NPN with AsinOBP] and the Scatchard plot of 1-NPN with 
AsinOBPI ; B; 1-NPN 和 AaegOBP1 蛋白 的 结合 曲线 及 Scatchard 7; f£ The binding curve of 1-NPN with AaegOBPI1 and the Scatchard plot of 1-NPN 
with AaegOBP1 ; C; I-NPN 和 CquiOBP1 蛋白 的 结合 曲线 及 Scatchard 方程 The binding curve of 1-NPN with CquiOBPI and the Scatchard plot of 1- 
NPN with CquiOBP1 ; D; DEET 与 重组 AsinOBP1, AaegOBPI 和 CquiOBPl 蛋白 的 竞争 结合 曲线 Competitive binding curves of DEET with the 
complex of 1-NPN and AsinOBP1 , AaegOBP1 and CquiOBPI proteins. 
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为 29.55 pmol/L。 

AaegOBPI 和 CquiOBP1 蛋白 与 1-NPN 和 的 结 
合 曲线 见 图 3(B,C) 。AaegOBP1 和 CquiOBP1 5 1- 
NPN 结合 的 相关 系数 分 别 为 0. 9855 和 0. 9927, 
AaegOBP1/1-NPN 和 CquiOBP1/1-NPN 复合 物 的 解 
离 常 数 分 别 为 0.948 和 1.423 hmol/L。 通 过 竞争 结 
合 实验 测定 证 实 AaegOBPl 和 CquiOBP1 蛋白 也 与 
DEET 结合 (图 3: D) , 解 离 常数 分 别 为 12. 81 和 
17. 15umol/L, 与 AaegOBP1 和 CquiOBPI TH EE, 
AsinOBPI 结合 DEET 的 能 力 最 弱 ,AaegOBP1 最 强 。 
2.5 AsinOBP1 5 DEET 的 分 子 对 接 

AsinOBP1 5j AgamOBPl, AaegOBP1 和 
CquiOBP1 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 93% , 8096 
和 86% ,具有 昆虫 普通 气味 结合 蛋白 的 典型 结构 特 
点 ,包括 6 个 a 螺旋 和 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 。 根 据 
AgamOBP1 - DEET 复合 体 的 三 维 结构 (PDB: 
3N7H) ,对 AsinOBPI 进行 同 源 建 模 ,得 到 AsinOBP1 
的 二 聚 体 三 维 结构 模型 (图 4: A)。 将 DEET 对 接 














至 AsinOBP1 , DEET 以 形状 高 度 互 补 的 方式 结合 在 
靠近 二 聚 体 交界 面 的 结合 口袋 边缘 ,二 聚 体 的 两 个 
结合 位 点 (1A 和 1B) 呈 现 出 相同 的 结合 模式 (图 4: 
B), DEET 的 结合 口袋 由 a4, a5 和 6 EWA 
残 基 Leu-02, Leu-95, His-96, Leu-99, Ala-107, 
Met-108, Met-110, Gly-110, Cys-114, Leu-115, Trp- 
133, Met-108', Lys-112' fll Leu-115'2H Jj ( Ei 35 
这 些 氨基 酸 残 基 来 自 二 聚 体 中 的 另 一 个 单 体 ) (图 
4: A,B)。 在 1A 位 点 ,DEET 的 甲 茶 基 团 处 于 由 
a4, a5 和 a6 上 的 氨基 酸 残 基 Leu-92, Leu-95, 
Leu-99, Ala-107, Met-110 和 Trp-133 J/rZi n f] ifii zK 
性 区 域 中 ,DEET 的 二 乙 基 侧 链 则 朝向 二 聚 体 的 交 
界面 ,与 氨基 酸 Leu-115, Met-108, Met-108', Lys- 
112' 和 Leu-115 JÉ X E E H bLZK TE TH 8-4 E Hj; DEET 
HX AE C5 — T AR ST BRI S A ZK AT JE Y, USE , JP 3E 
一 步 与 氨基 酸 Gly-111, Cys-114 和 Trp-133 形成 三 
重 氧 键 网 络 ( 图 4: B), DEET 与 AsinOBPI # ik 
作用 和 和 氧 键 等 的 相互 作用 下 形成 稳定 的 复合 物 。 








图 4 AsinOBP1 ，AaegOBP1 和 CquiOBPI 和 蛋白 与 DEET 的 分 子 对 接 模型 
Fig. 4 Molecular docking of AsinOBP1, ，AaegOBP1 and CquiOBP1 dimers with DEET 
A; DEET 对 接 至 AsinOBPI 的 结合 口袋 DEET was docked into the binding pocket of AsinOBP1; B; DEET 对 接 至 AsinOBPI B5 1A 位 点 DEET was 
docked into the 1A binding pocket of AsinOBP1 ; C: DEET 对 接 至 AaegOBPI 的 活性 口袋 DEET was docked into the binding pocket of AaegOBP1 ; D: 
DEET 对 接 至 AaegOBPI 的 1A 位 点 DEET was docked into the 1A binding pocket of AaegOBP1 ; E; DEET 对 接 至 CquiOBPI 的 活性 口袋 DEET was 
docked into the binding pocket of CquiOBP1 ; F; DEET 对 接 至 CquiOBPI 的 1A 位 点 DEET was docked into the 1A binding pocket of CquiOBPl ; G; 
DEET 的 化 学 结构 The chemical structure of N, N-diethyl-m-toluamide ( DEET) ; H: DEET 在 AsinOBPI ( 蓝 色 ) , AaegOBPI (绿色 ) fll CquiOBPI ( £T 

















色 )1A f BERG E] The overlay map of DEET docked into the 1 A binding pocket of AaegOBP1 (green), CquiOBPl (red) and AsinOBPI (blue). 红 


色 球 表示 水 分 子 , EARI AHE Red ball represents the water moleculer, and hydrogen bonds are shown as dashed lines. 


2.6 AsinOBP1, AaegOBPI 和 CquiOBPI1 蛋白 与 
DEET 结合 的 比较 分 析 

根据 AgamOBP1 . DEET 复合 体 的 三 维 结构 
(PDB: 3N7H) ,对 AaegOBP1 和 CquiOBPI 进行 同 源 
建 模 ,得 到 AaegOBPI 和 CquiOBPI fj E [f — Hz 
构 模 型 (图 4: C, E), J£ DEET 对 接 到 AaegOBPI 


和 CquiOBP1 的 结合 口袋 。 结 果 发 现 , DEET 与 
AaegOBP1 和 CquiOBP1 的 结合 模式 与 Asin0BP1 一 
样 。3 个 蛋白 的 空间 结构 及 与 DEET 结合 的 模式 呈 
现 出 高 度 的 保守 性 (图 4: H)。 比 较 分 析 发 现 ， 
DEET 的 甲 茶 基 团 cA 5 5; Asin0BP1 ，AaegOBP1 
和 CquiOBP1 互 作 的 氨基 酸 残 基 完 全 相同 ,但 DEET 
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的 二 乙 基 侧 链 与 AsinOBP1 AaegOBPI 和 CquiOBPI 
互 作 的 氨基 酸 残 基 呈 现 差异 ,AaegOBP1 结合 DEET 
ZZA Du t B WE ZK TE O 49 f h Leu-96, Leu-89, 
Met-91', Lys-93' fil Leu-96' 组 成 ,而 蛋白 CquiOBP1 
相对 应 的 位 点 则 为 Leu-120, Met-113, Met-113', 
Lys-117' 和 Leu-120', AsinOBP1 为 Leu-115, Met- 
108, Met-108', Lys-112' fl Leu-115' (图 4; B, D, 
F), 5 DEET 二 乙 基 侧 链 形成 丽水 性 作用 的 氨基 
酸 残 基 中 ,有 一 个 位 置 存在 差异 ,AaegOBP1 是 Leu- 
89 ,而 AsinOBPI 对 应 位 置 是 Met-108, CquiOBP1 是 
Met-113。 计 算 结 果 显 示 , DEET 与 AaegOBPIl, 
CquiOBP1 和 AsinOBPI 蛋白 的 结合 能 分 别 为 -6.5， 
-6.1 和 一 5.8 kcal/mol, 5 RJE E 4 TES tr BB 7J 
测定 的 结果 一 致 。 












































3 讨论 





中 华 按 蚊 微小 按 蚊 Anopheles minimus , 雷 氏 按 
蚊 Anopheles lesteri 和 大 劣 按 蚊 Anopheles dirus 是 我 
国 疙 疾 传播 的 主要 媒介 ,其 中 中 华 按 收 分 布 面积 广 、 
种 群 大 ,是 我 国 最 重要 的 间 日 症 原 虫 PP， vivax 传播 
媒介 (Ree, 2005; Zhou et al., 2010; Zhu et al., 
2013; Zhou et al., 2014) , DEET 是 应 用 最 为 广泛 的 
蚊虫 驱 避 剂 ,能 够 作用 于 蚊虫 的 嗅觉 系统 而 产生 驱 
避 作 用 (Syed and Leal, 2008). K] EE NV. TZ vc 
AgamOBPI 和 埃及 伊 蚊 AaegOBPI 能 够 结合 DEET 
( Tsitsanou et al., 2012; Leal and Leal, 2014) ,并 将 
DEET 传递 给 下 游 特异 的 OR/Orco 5r —5 ps, t 
而 引起 嗅觉 反应 (Ditzen et al., 2008; Xu et al., 
2014), "F 4E fk IX AsinOBP1 与 AgamOBPl, 
AaegOBPI 等 不 同 蚊虫 的 OBP1 比较 分 析 , 不 仅 具 有 
较 高 的 同 源 性 ,还 具有 相似 的 三 维 结构 ( 秦 赠 等 ， 
2014) ,推测 AsinOBP1 也 能 结合 DEET。 我 们 通过 
原核 表达 .纯化 和 菊 光 竞争 结合 实验 ,证 实 
AsinOBP1 确实 能 够 结合 DEET( 图 3: D) ,说明 
DEET 也 能 作用 于 中 华 按 蚊 的 嗅觉 系统 。 在 相同 的 
实验 条 件 下 ,我 们 还 测定 了 AaegOBP1 和 CquiOBP1 
与 DEET 的 结合 特性 , 发现 AaegOBPI 和 CquiOBPI 
都 能 够 结合 DEET( 图 3: D) ,说 明 DEET 作用 于 不 
同 蚊虫 嗅觉 系统 的 机 制 是 相同 的 。 

在 测定 的 3 个 蛋白 中 , Asin0BP1 和 CquiOBP1 
均 为 首次 实验 证 实 能 够 结合 DEET, 3 个 蛋白 的 原 
核 表 达 方 式 和 交 光 竞争 结合 实验 的 条 件 完全 一 样 ， 
使 得 研究 结果 具有 可 比 性 。AsinOBP1，AaegOBP1 



























































和 CquiOBP1 5j DEET 的 解 离 常 数 分 别 为 29. 55, 
12.81 和 17.15 pmol/L, MHH AsinOBP1, CquiOBP1 
和 AaegOBP1 与 DEET 的 亲和力 不 一 样 , AaegOBPI 
的 结合 能 力 最 强 , Asin0BP1 最 弱 。AgamOBP1 与 
DEET 的 解 离 常数 为 31.3 pmol/L (Tsitsanou et al., 
2012) ,与 AsinOBPI 的 解 离 常数 非常 接近 ,说 明 两 
者 与 DEET 的 结合 模式 相似 。Leal 和 Leal(2014 ) 测 
定 了 1.5 ~10 pmol/L DEET 对 AaegOBP1/1-NPN 复 
合 物 荧光 的 淳 灭 作用 ,发 现 DEET 对 获 光 强度 的 降 
低 作用 不 明显 ,认为 AaegOBP1 能 够 结合 DEET, 但 
结合 能 力 太 低 以 至 于 不 能 准确 测定 其 解 离 常数 。 我 
们 测定 了 5 ~ 100 pmol/L DEET 对 AaegOBP1/1- 
NPN 复合 物 奖 光 的 滩 灭 作用 ,发 现 20 pmol/L DEET 
即 可 将 荧光 强度 降低 到 5096 以 下 ,证 实 AaegOBP1 
能 有 效 结合 DEET , 解 离 常 数 为 12.81 pmol/L, 

甬 过 分 子 对 接 计算 得 到 AaegOBP1，CquiOBP1 
和 AsinOBPI 与 DEET 结合 能 分 别 为 -6.5，-6.1 
和 一 5.8 kcal/mol ,进一步 证 实 3 个 蛋白 与 DEET 的 
杀 和 力 不 一 样 ,与 荧光 竞争 结合 实验 测定 的 结果 一 
致 。 亲 和 力 的 不 同 反映 了 氮 基 酸 组 成 和 空间 结构 的 
差异 ,探索 这 些 差异 可 以 为 深入 分 析 这 些 和 蛋白 与 
DEET 互 作 的 模式 提供 重要 的 参考 价值 。 通 过 分 子 
对 接 , 发 现 DEET 的 甲 葵 基 团 . 痰 基 氧 与 AsinOBP1 ， 
AaegOBP1 和 CquiOBP1 互 作 的 关键 氨基 酸 残 基 完 
全 一 样 ( 图 4: B, D, F), {B Æ, AsinOBP1, 
AaegOBPI 和 CquiOBP1 蛋白 与 DEET 二 乙 基 侧 链 互 
作 的 5 个 氨基 酸 残 基 中 ,有 一 个 氨基 酸 存 在 差异 ， 
AaegOBP1 是 Leu ,而 AsinOBP1 和 CquiOBPI 相应 位 
置 是 Met( 图 4: B, D, E), Leu HJK HEIR F Met, 
可 能 是 AaegOBPI 5j DEET 的 结合 能 力 最 强 的 原 
,后 续 可 以 通过 定点 突变 .原核 表达 和 结合 特性 分 
析 进 一 步 研 究 和 确证 。 然 而 ,DEFET 的 甲 茶 基 团 k 
基 氧 和 二 乙 基 侧 链 与 Asin0BP1 和 CquiOBPI 结合 
的 氨基 酸 残 基 完 全 相同 ,但 AsinOBPI 和 CquiOBPI 
与 DEET 结合 的 解 离 常数 却 相差 较 大 ,说 明 仍然 存 
在 结合 的 差异 未 被 认识 ,有 待 进一步 研究 。 

色 氨 酸 在 特定 波长 激发 下 能 发 射 荧光 。 首 蒂 育 
tE AlhnOBP3, Z 4 BmorGOBP2 4 Æ b vy Lsti- 
GOBP1 等 气味 结合 蛋白 的 氨基 酸 序列 中 各 有 一 个 
色 氮 酸 ,在 16 ~20 pmol/L 的 1-NPN 终 浓 度 下 即 可 
使 其 内 奕 光 发 生 很 好 的 独 灭 效应 ,说 明 色 氨 酸 位 于 
气味 结合 蛋白 结合 口袋 的 核心 区 域 (Zhou et al., 
2009; 谷 少 华 等 ，2010; 孙 红 岩 等 ，2011 )。 
AsinOBP1 , CquiOBP1 和 AaegOBP1 和 蛋白 分 别 有 2 个 
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色 氨 酸 , 均 位 于 第 6 个 a 螺旋 上 ,50 pmolL 的 
1-NPN 才 能 使 内 严 光 强度 漆 灭 到 50% 以 下 ,说 明 
AsinOBP1 , CquiOBPI 和 AaegOBP1 蛋白 中 的 这 两 个 
色 氮 酸 或 其 中 一 个 位 于 结合 口袋 的 核心 区 域 。 分 子 
对 接 分 析 也 证 实 Asin0BP1 的 Trp-133, ，AaegOBP1 
的 Trp-114 和 CquiOBP1 的 Trp-138 均 位 于 DEET £i 
合 口袋 中 ,与 DEET 的 甲苯 基 团 形成 玻 水 性 作用 ,并 
与 DEET 的 痰 基 氧 形成 氢 键 (图 4) 。 但 是 本 研究 得 
到 的 分 子 对 接 数据 和 AgamOBPI + DEET 晶体 结构 
解析 (Tsitsanou et al., 2012) 都 未 能 证 实 另外 一 个 色 
AMRI DEET 有 互 作 。 

昆虫 能 够 检测 的 气味 物质 数量 远 远 大 于 OBP 
的 数量 ,因此 每 个 OBP 能 够 特异 性 的 识别 一 类 结构 
相似 的 气味 分 子 ,或 者 能 够 区 分 具有 不 同化 学 结构 
的 化 学 信息 素 (Tsitsanou et al., 2012), AgamOBP1 
不 仅 能 结合 DEET, 还 能 结合 6-MH 和 Icaridin 等 驱 
避 剂 ( Tsitsanou et al., 2012; Murphy et al., 2013; 
Drakou et al., 2017), AaegOBPI 能 结合 DEET 和 蚊 
虫 产 卵 信息 素 MOP( mosquito oviposition pheromone) 
(Leal and Leal, 2014) , CquiOBPI 除 能 结合 DEET 
FI MOP 外 ,还 能 结合 人 体 气 味 物质 壬 醛 、 驱 避 剂 
picardin (Xu et al., 2009; Mao et al., 2010; Yin et 
al., 2015), AsinOBPI 与 AgamOBPI1 , AaegOBPI 和 
CquiOBP1 具有 较 高 序列 相似 性 和 三 维 结构 ,推测 
AsinOBPI 也 有 可 能 结合 6-MH，Icaridin 和 MOP 等 
多 种 气味 物质 ,也 进一步 说 明 OBP1 是 筛选 新 型 驱 
避 剂 的 理想 靶 标 。 
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